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Ifncit means H n the n^o K "'""""^ fluorescence comprising a support (1 0, supporting fluorescence en- 

han«ng means ( 11 ). the fluorescence enhancing means providing a surface for receiving chemical or biological cfements lo be read 
by detection of a fluorescence signal emitted by a fluo«>phon.. associated with the chemical orbiolodcal elements under L effit 
ofan excuanon hght beam. The fluorescence enhancing means (1 1) consist of a thin ininsparent didectric iTye or a sit of Sn 
Srf'th. tt'T T"""^ ^ ^•^^ fl—en ce signJ^s and lor the excita^n . gh^^btam S 

MgO, S1O2. S13N4, MgFi, YF3. The iiyvenuon is applicable to a biological or chemical optical sensor. 
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(57) Abr^ge : L' invention conceme un disposilif de rcnforcementde fluorescence comprenant un support (10) supporlant des moyens 
de renforcement de fluorescence (11), les moyens de renforcemenl de fluorescence offrant une face de reception pour des elements 
chimiques ou biologiqucs destines a etre lus par detection d'un signal de fluorescence emis par un Huorophore, associe aux elements 
chimiques ou biologiques, sous I'effet d*un faisceau lumineux d'excitation. Les moyens de renforcement de fluorescence (U) sont 
constitu^s par une couche mince didlectrique transparenle ou un cmpilement de couches minces didlectriques transparentes (12 ^ 
16) assurant une fonction miroir pour le signal de fluorescence et pour le laisceau lumineux d'excitation, le materiau de la couche 
mince ou de chaque couche mince de Tempilement etant choisi parmi les materiaux suivanu; : 1i02, Ta205, Hf02, Zr02, MgO, 
Si02, Si3N4, MgF2 et YF3. 
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DISPOSITIF DE RENFORCEMENT DE FIiUORESCENCE LARGE BAlsIBE 
A FAIBLES PERTES ET CAPTEUR OPTIQTJE BIOLOGIQUE OU 

CHIMIQTTE L'UTILISANT 



5 DESCRIPTION 

DOMAIUJE TECHNIQUE 

L' invention concerne un dispositif de 
renf orcement de fluorescence large bande a faibles 
pertes- Elle concerne aussi un capteur optique 
10 biologique ou chimique utilisant un tel dispositif de 
renf orcement de fluorescence. 



ETAT DE LA TECHNIQUE ANTERIEURE 



15 La detection de reactions chimigues ou 

biologiques sur un support solide par marquage 
fluorescent est rendue difficile par les faibles 
niveaiix de signal emis par les f luorophores . 

II existe deux methodes permettant de 

20 renforcer le signal emis par les f luorophores . Elles 
sont basees sur 1 ' exacerbation du champ excitateur par 
des ondes evanescentes . Ces methodes impliquent 
1 'utilisation de scanners dedies. Du fait de leurs 
principes de f onctionnement avec des modes guides, ces 

25 methodes ne sont pas large-bande. L" excitation doit 
s'effectuer avec une condition de resonance bien 
determinee - 

Le document "Sensivity enhancement of 
optical immunosensors by the use of a surface plasmon 
30 resonance f luoroimmunoassay" de F.W. ATTRIDGE et al . , • 
Biosensors & Bioelectronics , vol. 6, 1991, page 201 a 
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214, divulgue une methods de renforcement de 
fluorescence basee sur les plasmons de surface. Cette 
methode consiste a deposer sur le biocapteur, entre le 
substrat et la couche contenant les elements chimiques 
5 ou biologiques, une couche mince metallique (d' argent 
par exemple) recouverte par une couche de silice. Le 
biocapteur est place sur une lentille hemi-spherique 
(ou un prisme) . Le faisceau d' excitation traverse ce 
composant et arrive sur la couche d' argent de telle 

10 maniere que des plasmons de surface soient generes. Ce 
phenomene cree un champ excitateur intense qui permet 
d'exacerber 1» emission en fluorescence. 

Malheureusement , I'emploi d'une couche mince metallique 
implique 1 ' existence de pertes non radiatives 

15 prejudiciables au renforcement de fluorescence. 

Le document "Slab Waveguides in Chemistry 
"de L. KANG et al . , Critical Reviews in Analytical 
Chemistry, vol. 21, 6, 1^90, pages 377 a 388, 

divulgue une methode de renforcement de fluorescence 

20 basee sur I'optique guidee. Cette methode consiste a 
deposer sur le biocapteur, entre le substrat et la 
couche contenant les elements chimiques ou biologiques, 
une structure guidante. Par un dispositif de couplage 
approprie (prisme, reseau) la lumiere est inject ee dans 

25 le guide: La reflexion de la lumiere guidee a 
1 ' interface guide/milieu contenant les fluorophores 
cree une onde evanescente dans le milieu contenant les 
fluorophores. Cette onde evanescente cree une 
surintensite qui permet d' exciter le fluorophore de 

30 telle maniere qu'il emet .une quantite importante de 
lumiere . . 
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Ces deux methodes permettent done 
d'augmenter le signal de fluorescence. Cependant, comme 
il a ete dit plus haut, ces methodes impliquent 
1 'utilisation de scanners. Ces methodes ne sont pas 
5 1 arge - bande . 

EXPOSE DE L' INVENTION 

L'objectif de 1 • invention est de renforcer 
la fluorescence par des ondes classiques 
(propagatives) , ce qui permet une lecture du signal de 
10 fluorescence par des instruments commerciaux. II s'agit 
de plus d'elargir les possibilites de renforcement de 
fluorescence en utilisant un composant fonctionnant sur 
une bande spectrale large. II s * agit enfin de limiter 
les pertes non radiatives dues aux imperfections des 
15 materiaux employes . 

La technique de detection proposee par 
1* invention est basee sur le depot d*un empilement de 
couches minces optiques realisant une fonction miroir a 
f aibles pertes non radiatives . 
20 Un premier objet de 1' invention conslste en 

un dispositif de renforcement de fluorescence 
comprenant un support support ant des moyens de 
renforcement de fluorescence, les moyens de 
renforcement de fluorescence off rant une face de. 
25 reception pour des elements chimiques ou biologiques 
destines a etre lus par detection d*un signal de 
fluorescence emis par un fluorophore, associe aux 
elements chimiques ou biologiques, sous l^effet d'un 
f aisceau . lumineux d' excitation, caracterise en ce que 
3 0 les moyens de renforcement de fluorescence sont 
constitues par une couche mince dielectrique 
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transparente ou un erapilement de couches minces 
dielectriques transparentes assurant une fonction 
miroir pour le signal de fluorescence et pour le 
faisceau lumineux d' excitation, le materiau de la 
5 couche mince ou de chaque couche mince de I'empilement 
etant choisi parmi les materiaux suivants : Ti02/ Ta205/ 
Hf02, ZrOs, MgO, Si02, Si3N4, MgFs et YF3 . 

L'epaisseur • e de la couche mince ou 
I'epaisseur de chaque couche mince de I'empilement peut 
10 etre calculee a partir de la formule suivante : 

JSr.e = k.X./4 

ou N est 1 ' indice de refraction du materiau de couche 
mince pour la longueur X du signal de lecture et k est 
un entier impair. 

15 Eventuellement , les moyens de renforcement 

de fluorescence sont des moyens deposes sur une face 
structuree du support. 

Selon les applications, ladite face de 
reception peut etre une face offrant des fonctions 

20 hydroxyles ou une face offrant des fonctions aldehydes. 

Un deuxieme objet de 1' invention consiste 
en un capteur optique biologique ou chimique constitue 
par le dispositif decrit ci-dessus, ladite face de 
reception supportant des elements chimiques ou 

25 biologiques marques par un fluorophore. 

BREVE DESCRIPTION DES DESSINS 

L' invention sera mieux comprise et d'autres 
avantages et particularites apparaltront a la lecture 
de la description qui va suivre, donnee a titre 
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d'exemple non limitatif, accompagnee des dessins 
annexes parmi lesquels : 

- la figure 1 est une vue en coupe 
transversale d*un capteur optique selon la presente 

5 invention, 

- la figure 2 est une vue en coupe 
transversale d'un dispositif de renf orcetnent de 
fluorescence selon la presente invention. 

10 DESCRIPTION DETAILLEE DE MODES DE REALISATION DE 
L ' INVENTION 

La figure 1 est une vue en coupe 
transversale d'un capteur optique, biologique ou 
chimique, selon la presente invention. Elle represente 
15 un substrat 1 supportant des moyens de renf orcement de 
fluorescence 2 qui support ent • a leur tour des 
siibstances chimiques ou biologiques marquees par un 
f luorophore . Ces substances sont representees sous la 
forme d ' une couche 3 . 
20 On a represente sur cette figure une 

lentille de focalisation 4 et un faisceau de lecture 5 
pour symboliser le systeme de lecture et d' excitation 
par microscopie en epif luorescence . 

Les moyens de renforcement de fluorescence 
25 2 peuvent etre constitues par un empilement de couches 
minces dielectriques . Ces couches minces peuvent etre 
constitutes a partir des materiaux suivants : Ti02/ 
Ta205, Hf02/ Zr02, MgO, Si02/ Si3N4, MgF2 et YF3 . Ces 
materiaux peuvent etre deposes par des techniques de 
30 type PVD (canon a electrons, pulverisation.), par des 
techniques de type CVD ou par depot sol-gel. 
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Ces moyens de renforcement de fluorescence 
sous forme de couches minces peuvent etre deposes sur 
1' ensemble du substrat ou sur un substrat structure. 
Dans ce dernier cas, ils peuvent etre localises par des 
5 techniques classiques de lithographie, de "lift off" ou 
de masquage m§caniG[ue. Dans tous les cas, la 
stoechiometrie des materiaux doit etre parfaitement 
maltrisee. Un soin particulier est apporte ^ la 
derniere couche pour eviter la creation de pertes non 
10 radiatives. 

La derniere couche mince doit presenter une 
compatibilite biologique avec les sondes a greffer sur 
cette couche. La silice ou le nitrure de silicium 
presentent cette qualite de compatibilite biologique. 
15 Les moyens de renforcement de fluorescence 

assurent une fonction miroir pour la longueur d'onde 
d' excitation. Pour cela, il suffit que les epaisseurs 
optiques des differentes couches minces suivent la 
rdgle suivante : 

X 

20 N.e = k. — (1) 

4 

N etant 1 ' indice de refraction du materiau considere ^ 
la longueur d'onde d' excitation, k etant un nombre 
entier impair, X la longueur d'onde d' excitation et e 
I'epaisseur optique de la couche consideree. On entend 
25 par "epaisseur optique" le produit de 1 * indice de 
refraction avec 1' epaisseur mecanique de la couche 
mince pour la longueur d'onde consideree. 

On va maintenant deer ire la realisation 
d'un dispositif de renforcement de * fluorescence pour 
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une biopuce a ADN, ce dispositif etant optimise pour le 
f luorophore CY3 . 

La figure 2 montre, en coupe transversale, 
un tel dispositif. Sur un substrat 10 en silicium, les 
5 moyens de renforcement de fluorescence 11 ont ete 
deposes sous la forme de cinq couches referencees 12 a 
16. Ce dispositif est prevu pour une longueur d'onde 
d* excitation du f luorophore CY3 d* environ 550 nm 

Les couches 12, 14 et 16 sont en SiOa, 
10 d'indice de refraction 1,46 pour la longueur d'onde 
d' excitation consideree. Les couches 13 et 15 sont en 
Si3N4, d'indice de refraction 2 pour la longueur d'onde 
d ' excitation consideree . 

En appliquant la regie (1) ci-dessus, on 
15 obtient, pour k = 1, une epaisseur mecanique de 94 nm 
pour chaque couche de SiOa et une epaisseur mecanique 
de 69 nm pour chaque couche de Si3N4. 

Avec cet empilement de couches, la largeur 
de bande disponible pour 1' excitation est de + ou - 
20 10 0 nm autour de la longueur d'onde de centrage de 
550 nm. II est done compatible a la fois pour le 
f luorophore CY3 et le f luorophore CY5 . 

Pour la lecture en fluorescence, on peut 
utiliser un microscope optimise pour CY3 . II est dote 
25 d'un filtre optique de selection de la lumiere 
d' excitation a 546 nm pour une largeur spectrale de 10 
nm environ. 

Les couches de Si02 peuvent etre deposees 
par un precede de type CVD a SOO^C. Les couches de Si3N4 
3 0 peuvent etre deposees par un precede de type CVD a 
730<^C. 
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Les moyens de renf orcement de fluorescence 
peuvent ne comporter qu'une seule couche, par exemple 
une couche de Si02 d'epaisseur mecanique 500 nm. 

On va maintenant d^crire quelques etapes de 
5 greffage et d' hybridation sur le dispositif de 
renf orcement de fluorescence selon 1" invention. 

Un premier exemple concerne le greffage 
d' oligonucleotides in situ. La face libre des moyens de 
renforcement de fluorescence est traitee par voie 

10 chimigue pour obtenir des fonctions hydroxyles en 
surface. Le dispositif f onctionnalise est ensuite 
introduit dans un synthetiseur automatique 

d* oligonucleotides (Expedite 8909, PE Biosystems) qui 
permet de faire croitre base par base un 

15 oligonucleotide de 20 meres de sequence 3* TTT TTA 
TCT CAC CCA AAT Ag5 ' . 

Un deuxieme exemple concerne le greffage 
d' oligonucleotides presynth^tis^s , La face libre des 
moyens de renforcement de fluorescence est traitee par 

20 voie chimique pour obtenir dans ce cas une f one t ion 
aldehyde. Une solution d' oligonucleotides (5 ^M) 
comport ant une f onction NH2 en 5 ' dans un tampon 
phosphate est deposee sur le substrat dans des 
conditions permettant la formation d'une liaison 

25 covalente imine (-CH = N-) entre le dispositif et 
1 ' oligonucleotide . Apres une nuit d' incubation a 
temperature ambiante, le dispositif est rince dans une 
solution de SDS (dodecylsulf ate de sodium) puis dans 
I'eau. La liaison imine n'etant pas tres stable, il est 

3 0 prevu une etape de reduction de la double liaison en 
presence de Na2BH4 pendant 10 minutes. Le dispositif est 
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^ nouveau rince avec du SDS puis avec de I'eau. II est 
ensuite seche sous flux d' azote. 

L'etape d • hybridation, consists a mettre en 
presence, le dispositif comportant les sondes et une 
5 solution constituee d'un tampon et de cibles de 
sequence complementaire aux sondes comportant un 
f luorophore CY3 en position 5 » . Les conditions 
d' hybridation permettant 1 ' appariement des sondes et 
des cibles sont les suivantes : 
10 - solution d' hybridation : 3 00 /^l de cibles 

a 0,2 /xM + 900 fil de tampon d' hybridation H-7140/Sigma, 

- inciobation dans une etuve a 4 0°C pendant 
1 heure du dispositif recouvert de la solution, 

- rin<?age dans un bain de tampon SSC 2X (S- 
15 6 63 9/Sigma) pendant 1 minute, 

- rincpage dans un bain de tampon SSC 0,2X 
(S- 663 9/Sigma) pendant 1 minute, 

. _ - sechage sous flux d ' azote • 

L ' observation faite avec un microscope en 

20 fluorescence (Olympus BX60) de differents empilements 
selon 1' invention, conduit aux intensites de 
fluorescence suivantes pour des temps d ' integration de 
1 seconde et un objectif 5X {les unites sont exprimees 
en unite arbitraire UA) : 

25 - Support en Si et monocouche de Si02 de 

500 nm d'epaisseur depose par decomposition de 
tetraethoxysilane (TEOS) , synthase in situ : 22 5 UA. 

- Support en Si et empilement de couches de 
Si02 et de Si3N4, synthase in situ : 593 UA. Pour ce 

3 0 type de greffage, le meme rapport de renforcement de 
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fluorescence est obtenu avec une concentration de 
cibles 4 fois plus faible (0,05 iiM au lieu de 0,2 iiM) . 

- Support en Si et monocouche de SiOa de 
500 nm d'epaisseur depose par decomposition de TEOS, 

5 oligonucleotides presynthetises : 14 0 UA. 

- Support en Si et empilement de couches de 
Si02 et de Si3N4, oligonucleotides presynthetises : 
326 UA. 

Il faut noter que 1' invention s' applique 
10 egalement ^ des syst ernes de lecture de type scanners 
conf ocaux. 

Ij ' empilement de couches minces optiques 
dielectriqiies permet de verifier plusieurs points. 

II est possible d'augmenter le champ 

15 d' excitation des fluorophores par rapport S une 
configuration sans empilement de couches minces . Ceci 
permet d'augmenter la quantite de lumiere emise par les 
fluorophores. La solution la plus simple consiste §i 
deposer un empilement de type quart d'onde. 

20 II est possible d'ameliorer la 

directionnalite de la lumiere emise par les 
fluorophores. Ceci permet d'ameliorer la quantite de 
lumiere collectee par le microscope ou le scanner de 
lecture. Ce n'est pas le cas pour les dispositifs de 

25 I'art anterieur. 

L'emploi de cet empilement, que 1 ' on peut 
assimiler a un "cristal photonique a une dimension", 
present e des proprietes de bande interdite qui lui 
procure un large domaine spectral d * excitation. La 

3 0 longueur d'onde d' excitation peut etre choisie sur 
1 ' ensemble de la largeur de bande du miroir 
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dielectrique ( typiquement > 100 nm) . Ceci permet par 
ailleurs I'emploi simultane de plusieurs fluorophores 
compatibles avec cette bande spectrale. Ceci n'est pas 
le. cas pour les dispositifs de I'art anterieur. 
5 La propriete precedente a egalement pour 

consequence d'introduire une souplesse sur le choix de 
1' incidence de la lumidre d* excitation. Ceci n'est pas 
le cas pour les dispositifs de I'art anterieur. 

II est possible d'obtenir un renforcement 

10 du .signal en travaillant en incidence normale, dans 
I'espace libre sans faire appel a des structures 
guidantes. Dans ce cas, 1' excitation des fluorophores 
du biocapteur est realisee avec un systeme non dedie. 
L* invention est compatible avec des appareils 

15 commerciaux. 

L' invention permet de bloquer la lumiere 
d' excitation dans I'empilement et de limiter la 
fluorescence parasite venant du subs.trat . 

L' invention permet aussi de ne pas employer 

20 de couches minces metalliques dans 1 ' empilement . La 
presence de ces materiaux provoque 1' apparition de 
pertes non radiatives qui limitent I'efficacite du 
renforcement de fluorescence. 

L' invention propose des empilements de 

25 haute qualite optique en termes de pertes par 
absorption. En particulier, on cherche a minimiser 
1 ' influence de la derniere couche mince (celle sur 
laquelle sont deposes les fluorophores) . Cette couche 
est particulierement optimisee. On cherche a obtenir 

30 des coefficients d' extinction les plus faibles possible 
(indice dmaginaire) . Typiquement, des coefficients 



i 
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d' extinction inferieures a 10"^ sont requis . Dans ce 
cas, les pertes non radiatives sont limitees. 
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REVEND I CAT I ON S 

1. Dispositif de renforcement de 

fluorescence comprenant un support (1, 10) supportant 
5 des moyens de renforcement de fluorescence [2, 11) , les 
moyens de renforcement de fluorescence offrant une face 
de reception pour des elements chimiques ou biologiques 
(3) destines a etre lus par detection d'un signal de 
fluorescence emis par un fluorophore, associe aux 

10 elements chimiques ou biologiques, sous I'effet d'un 
faisceau lumineux d ' excitation, caracterise en ce que 
les moyens de renforcement de fluorescence {2, 11) sont 
constitues par une couche mince dielectrique 
transparente ou un empilement de couches minces 

15 dielectriques transparentes (12 a 16) assurant une 
fonction miroir pour le signal de fluorescence et pour 
le faisceau lumineux d ' excitation, le materiau de la 
couche mince ou de chaque couche mince de 1 * empilement 
etant choisi parmi les materiaux suivants : Ti02, Ta205, 

20 Hf02, Zr02, MgO, Si02, 313^4, MgF2 et YF3 . 

2. Dispositif selon la revendication 1, 
caracterise en ce que I'epaisseur e de la couche mince 
(2) ou I'epaisseur de chaque couche mince (12 a IS) de 
25 1' empilement est calculee & partir de la formule 
suivante : 

N.e = k.A,/4 

ou N est I'indice de refraction du materiau de couche 
mince pour la longueur X du signal de lecture et k est 
3 0 un entier impair. 
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3. Dispositif selon 1 ' line des 
revendi cat ions 1 ou 2, caracterise en ce que les moyens 
de renf orcement de fluorescence sont des moyens deposes 
sur line face structuree du support. 

5 

4. Dispositif selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que ladite face 
de reception est \ine face offrant des fonctions 
hydroxy les . 

10 

5. Dispositif selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que ladite face 
de reception est une face offrant des fonctions 
aldehydes . 

15 

6. Capteur optique biologique ou chimique 
constitue par le dispositif selon l"une quelconque des 
revendications 1 S 5, ladite face de reception 
supportant des elements chimiques ou biologiques 

20 marques par un fluorophore. 
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